














A STUDY ON PATHOGENICITY RELATED GENES AND TYPE VI SECTETION SYSTEMS 








Burkholderia plantarii is a plant pathogenic bacterium that is a causal agent of rice seedling blight. The 
secondary metabolite tropolone, which is regulated by quorum sensing, has been reported to be responsible for 
the pathogenicity, but many of the molecular biosynthesis mechanisms remain unknown. In addition, B. 
plantarii encodes four different Type VI secretion system (T6SS), of which functions for the pathogenicity are 
unclear. Here we show that the disruption of genes related to the shikimic acid pathway and phenylacetic acid 
degradation pathway resulted in a decrease in tropolone production, suggesting that these metabolites are 
precursors of tropolone. Furthermore, the austerity-response regulator dksA was suggested to positively regulate 
the acyl-homoserine lactone synthesis gene of quorum sensing and promote the production of tropolone. Finally, 
we suggest that the multiple T6SSs possessed by this pathogen potentially have different functions such as 
interspecies competition and plant infection. 




イネ苗立枯細菌病菌 Burkholderia plantarii はイネに発
根阻害・黄化・成長抑制などの症状を誘導し，箱育苗栽培
において深刻な被害を与える植物病原細菌である．  




 また，細菌の VI 型分泌機構（Type VI Secretion Sysem：
T6SS）は競合作用や病原性に関与することが報告されて
いる．B. plantarii のゲノムには T6SS をコードする遺伝子

















 弱毒株のゲノム DNA を抽出し，Universal Genome 
Walker kitを用いてトランスポゾンの挿入位置を特定した． 
（３）遺伝子欠損株の作製  
目的遺伝子の上流及び下流 500 bp~1000 bp をそれぞれ










   B. plantarii 各株と大腸菌を 5：1 の比率でメンブレン
フィルター上で 30℃，4 時間共培養した．インキュベー
ション後，メンブレン上の細菌を LB 液体培地に懸濁し




   B. plantarii 各株をインフィルトレーション法で













図１ 病原性が低下した株の選抜および HPLC による



























培地では M7 株の dksA 発現量とトロポロン産生量が野生







図２ 異なる栄養条件における dksAの発現量 
（**: p < 0.01 ） 
 
 トロポロンの生合成はクオラムセンシングによって制
御されている．M7 株は dksA の変異によりアシルホモセ
リンラクトン（AHL）合成遺伝子 plaI の発現量が大幅に
低下した．一方，M7 相補株（M7_dksA）では plaI の発現
量は野生株レベルに回復した（図 3）．これらの結果から，




図３ dksAの変異株および相補株における plaI の発現
量（**: p < 0.01 ） 
 
 
図４ 野生株および各 tssD欠損株と大腸菌の競合作用 
 
（４）Ⅵ型分泌機構の機能解析 
   B. plantariiは 4つの T6SS遺伝子クラスター（T6SS-1， 












べるために，B. plantarii の野生株，T3SS 欠損株（ΔhrcC ）
および T6SS 欠損株（ΔtssD1，ΔtssD356 ）を N. benthamiana
の葉にインフィルトレーションによって接種した。24 時








図５ 野生および各 tssD欠損株の HR 誘導（A） 
および細胞壊死面積の割合（B） 





図６ 貧栄養環境における各 T6SSクラスターの 
tssDの発現量（***: p < 0.001） 
 




tssD6 の発現量が 10 倍以上に増加した．一方，tssD1 は通
常と同じレベルの発現量だった． これらの結果から，




培地において,dksA 欠損株（ΔdksA）では tssD3, tssD5, tssD6 
の発現量が野生株と比較して,有意に低下した。一方,tssD1
の発現量は dksA の有無に関わらず,変化が見られなかっ
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